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第一章 緒論 
上皮細胞では細胞間の強固な接着が見られシート状に並んでいるのに対し、
間葉系細胞では細胞同士の接着が弱く部分的であり、個々の細胞は運動性が高
いという特徴を呈する。 
上皮間葉転換 ( Epithelial-mesenchymal transition : EMT ) は、元々上皮系であっ
た細胞が、間葉系の特徴を獲得するプロセスのことで、E-cadherin を初めとする
上皮マーカーの減少、fibronectin や vimentin 等の間葉マーカーの上昇、細胞の伸
長による紡錘状の形態への変化、運動性と浸潤性の上昇によって特徴づけられ
る 1。また, EMT は細胞の胚発生や組織の分化で重要な役割を担うと共に癌の進
行と転移・浸潤を促進することが知られている 2-4。さまざまな増殖因子、サイ
トカインを含めた癌周囲微小環境が EMT に関わっており、それらは協調的また
は段階的に働く 5, 6。 
トランスフォーミング増殖因子 β (Transforming growth factor β: TGF-β) は最
も強力なEMT誘導因子であり、癌間質に含まれる線維芽細胞や免疫細胞に加え、 
がん細胞そのものからも分泌される 7, 8。TGF-βはTGFβ I型受容体であるALK5、 
TGF-β II 型受容体と結合してリン酸基を Smad2/3 に移行させることにより、シ
グナルを活性化する。活性化した Smad2/3 は Smad4 を伴って核移行し、様々な
EMT 促進遺伝子のプロモーターを活性化し発現を増強する 9-11。 
Vasohibin-2 (VASH2) は、血管内皮細胞が産生する血管新生抑制因子 Vasohibin-
1 (VASH1) のホモログであり、VASH1 と拮抗的に血管新生を促進する 12。いず
れも所属する研究室で単離・同定された因子であり、分子系統的解析より、海綿
動物など血管を持たない下等な生物から Vasohibin は単一の祖先遺伝子として存
在しているが、進化の過程で血管を持つ脊椎動物から VASH1, VASH2 に別れた
こと、すなわち Vasohibin は、もともと血管とは関係のない分子として下等生物
で機能しているが, 脊椎動物から血管系にも使われるようになった分子であり、 
進化上は VASH2 の方が Vasohibin 祖先遺伝子により近いことが判明している。
VASH2 は様々な卵巣癌を含めさまざまな癌種で高発現し、腫瘍血管新生を介し
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て腫瘍の発育を促進すると考えられている 13, 14。最近、VASH2 が EMT を介し肝
がんの悪性化を促進するという報告が為された 15。しかし、EMTにおけるVASH2
の生理学的役割はわかっていない。そこで本研究では, VASH2 の EMT に対する
作用を、EMT の代表的な促進因子である TGF-β のシグナルとの関連性から検
証・評価を行うこととした。 
 
第二章 VASH2 と TGF-βシグナルとの関連性の検討 
【TGF-βシグナル関連因子の発現について】  
 研究対象として、ヒト漿液性卵巣癌細胞株である DISS、SKOV3 を用いた。ま
ず、DISS において、当研究室であらかじめ作製された恒常的に VASH2 shRNA
ベクターが発現する細胞株 (DISS shVASH2) とコントロールベクター発現細胞
株 (DISS mock) をプレートに播種し、回収後、定量 RT-PCR を行い、TGF-β I 型
受容体である ALK5 と、TGFβRII の発現量の比較を行った。結果 shVASH2 細胞
株では mock 細胞と比較し、ALK5 の mRNA 量が有意に減少していることがわ
かった (p < 0.05)。しかし、TGFβRII の発現量の減少は変化していなかった(Figure 
1a)。同時に、タンパク質を回収し、ウエスタンブロットによる ALK5 タンパク
質の定量を行った。結果、mRNA の結果で見られた通り、shVASH2 細胞株では
ALK5 の量が低下していた。 
一過性の VASH2 発現抑制でも同様の結果が得られるかを確かめるため、
VASH2 の siRNA を用いたノックダウン実験を行った。DISS と SKOV3 を
10%FCS 含有 DMEM 培地で 24 時間培養した後に、VASH2 siRNA またはネガテ
ィブコントロール siRNA を終濃度 20nM になるよう加え導入し、細胞を回収し
て定量 RT-PCR、ウエスタンブロットによる定量を行った。結果、DISS, SKOV3
の両方の細胞株において、siRNA による VASH2 のノックダウンは ALK5 の
mRNA を有意に減少させ (p < 0.05)、さらにタンパク質レベルでの発現量を低下
させることがわかった (Figure1c-f )。 
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【VASH2 のノックダウンが TGF-βシグナルの活性に与える影響について】 
VASH2 のノックダウンにより ALK5 の発現が低下していたことから、VASH2
のノックダウンは、TGFβ-Smad シグナルを抑制することが示唆された。そこで、 
Smad2/3 のリン酸化について検討を行うため、DISS mock 細胞、shVASH2 細胞に
TGF-β 刺激を行って図に示した時間毎にタンパク質を回収し、リン酸化 Smad2 
(Ser465/467), リン酸化 Smad3 (Ser423/425) 抗体を用いたウエスタンブロットに
よってリン酸化の継時的変化を検討した。結果、TGF-β1 誘導によって mock 細
胞では強くリン酸化が誘導されていたのに対し、shVASH2 細胞では Smad2/3 の
リン酸化が減弱しており、とくに Smad3 でリン酸化抑制が顕著であった (Figure
2a)。そこで、Smad2/3 の転写活性について検討するため、Smad2/3 の標的遺伝子
中の認識配列 (CAGA ボックス) をホタルルシフェラーゼ遺伝子の上流に組み
込んだベクター (9×CAGA-Luc) とウミシイタケルシフェラーゼベクター(pRL-
TK)を、DISS mock 細胞と DISS shVASH2 細胞それぞれに共導入した。24 時間
後、 TGF-β1 で刺激し (10ng/mL)、さらに 24 時間後細胞を回収しルシフェラー
ゼアッセイに供した。結果、DISS mock 細胞では TGF-β1 刺激によって Smad2/3
の転写活性が顕著に増加したが、shVASH2 細胞株ではそれが有意に抑えられた 
(p < 0.05) (Figure 2b)。加えて、SKOV3 細胞を用いて VASH2 ノックダウンを行
った場合でも同様に Smad2/3 の転写活性が抑えられた (Figure 2d)。さらに、 
Smad2/3 の標的遺伝子でありそれらの活性の指標としてよく用いられるプラス
ミノーゲン活性化抑制因子(plasminogen activator inhibitor-1：PAI-1) の qPCR を行
った結果、TGF-β1 誘導による PAI-1 の mRNA 発現量の上昇も、VASH2 のノッ
クダウンによって抑制されていた(p < 0.05) (Figure 2c,e)。本章の結果から、卵巣
がん細胞内在性の VASH2 は ALK5 の発現に寄与しており、TGF-β シグナルの活
性化と下流の遺伝子発現に必要であることがわかった。 
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第三章 TGF-βシグナルを介した EMT における VASH2 の役割につ
いての検討 
【VASH2 のノックダウンが TGF-β誘導性 EMT に与える影響について】 
TGF-β1 によって誘導される EMT と VASH2 の関わりを検証するため、DISS 
mock 細胞と shVASH2 細胞を TGF-β1 (10ng/mL) で刺激し、mRNA タンパク質を
回収した。mRNA を用いて cDNA 合成を行った後に、上皮マーカーである E-
Cadherin, 間葉マーカーである fibronectin, vimentin, SM22α, EMT 導転写因子であ
る ZEB2, Snail2 のプライマーを用いて mRNA の定量を行った。結果、mock 細胞
では、TGF-β1 により、E-Cadherin の減少や, vimentin, fibronectin, SM22α の発現
の上昇が誘導されていた、shVASH2 細胞ではそれらの効果が優位に抑制されて
いた (p < 0.05) (Figure 3a) 。 
上記の mRNA と同時に回収したタンパク質を用い、E-Cadherin, Fibronectin, 
Vimentin 抗体を用いたウエスタンブロットを行った。結果、mRNA と同様に 
TGF-β 誘導による E-Cadherin の喪失、Fibronectin の発現上昇は、shVASH2 細胞
では抑制されていた。siRNA を用いたノックダウンでも TGF-β による EMT の
誘導が抑えられるか確かめるため、DISS 細胞に control siRNA と VASH2 siRNA
をトランスフェクションし、24 時間後に TGF-β 刺激を行いさらに 24 時間後に
mRNA、48 時間後にタンパク質を回収した。 
その結果、E-cadherin の mRNA 量の低下は抑制されなかったが、Fibronectin, SM22
の上昇は有意に抑えられた (p < 0.05) (Figure 3c)。また、ウエスタンブロットの
結果でも同様に Fibronectin の上昇が抑えられていた (Figure 3d)。 
DISS mock 細胞と shVASH2 細胞においては、TGF-β 未刺激の状態でも E-
Cadherinの発現上昇や間葉マーカーの発現低下を引き起こしていたため、VASH2
のノックダウンにより ALK5 の発現が低下することで内在性の TGF-β によるシ
グナルが不活性化しているのではないかと考えた。そこで、内在性の TGF-β シ
グナルの活性化が遺伝子発現に影響を与えているかを検討するため、DISS mock
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細胞に ALK5 のキナーゼ阻害剤である SB431542 を加え、48 時間培養した後に
各遺伝子の mRNA 発現量を検討した。結果, SB431542 によって E-Cadherin の上
昇が見られ、いずれの間葉マーカーも低下していることがわかった (p < 0.05) 
(Figure 4)。また、DISS shVASH2 細胞に ALK5 のレスキューを行うため、ALK5
の恒常活性化型変異体アデノウイルスベクター16(AdALK5-TD)の感染により高
発現させた。結果、shVASH2 細胞において、AdALK5-TD を感染した場合、コン
トロール(AdLacZ)を感染させた shVASH2 と比較して E-cadherin の mRNA 発現
量の低下、Fibronectin、SM22α の mRNA 発現量の上昇がみられた(Figure5a,b)。   
以上の実験から、VASH2 のノックダウンにより ALK5 が減少し TGF-β シグナル
が減弱したことで、E-cadherin の発現上昇や間葉マーカーの発現低下が起こった
と考えられる。 
加えて、TGF-β 誘導に伴って起こる細胞の形態変化を観察・比較した。DISS 
mock 細胞と shVASH2 細胞を TGF-β 刺激し, 24 時間後光学顕微鏡で細胞の形態
を観察した。結果、mock 細胞では TGF-β 誘導によって細胞が著しく伸長してい
たのに対し、shVASH2 細胞では細胞の伸長が抑制されていた（Figure 6a）。さら
に、細胞を固定し、SM22α 抗体と E-Cadherin 抗体を用いて細胞蛍光免疫染色を
行い、共焦点顕微鏡によって染色像を観察した結果、E-cadherin の減少や SM22α
の増加は, mock 細胞と比較し, shVASH2 細胞では抑えられていた。また, control 
si RNA と比較し、VASH2 siRNA をトランスフェクションした DISS では、SM22α
の上昇が抑えられていた (Figure 6b)。 
 
【細胞の遊走能・浸潤能の評価】 
EMT によってがん細胞の遊走能は上昇し、転移しやすくなる。また、マトリッ
クスメタロプロテアーゼ（MMP）など、基底膜の主要成分であるコラーゲンを
分解する酵素が増加することで浸潤性が増す。VASH2 が細胞の運動性や浸潤性
を担っているかを検証するために、トランスウェル細胞遊走アッセイ、マトリゲ
ル細胞浸潤アッセイを行った。トランスウエル細胞遊走アッセイを行う際には, 
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0.5%FCS DMEM 中で DISS mock 細胞, shVASH2 細胞に TGF-β1 刺激 (5ng/mL) 
を行った。24 時間後に細胞にトリプシン処理を行い、トランスウェルチャンバ
ーのインサート(8.0μm pore poly carbonate membrane) に細胞を加え  (1×104 
cells/100μL), 1％FCS 含有 DMEM を入れたウエルに設置し、 6 時間後メンブレ
ンの底部に移動した細胞を固定・DAPI 染色し、計測した細胞数で遊走能を評価
した。結果, TGFβ-1 で処理していない場合、mock 細胞と比較し shVASH2 細胞で
は遊走した細胞数が減少していた。さらに、TGF-β1 で処理した場合でも、 
shVASH2 細胞では遊走能が有意に低下していた (Figure7a)。細胞浸潤アッセイ
では, 0.5%FCS DMEM 中で DISS mock 細胞、shVASH2 細胞に TGF-β1 刺激 
(5ng/mL)を行い、48 時間後、トリプシン処理を行い、基底膜と同成分のマトリゲ
ルをコートしたインサートに細胞を加えた (1×104 cells/500μL)。このインサー
トを 10%FCS 含有 DMEM が入ったウエルに設置し、24 時間後、メンブレンの
底部の細胞を固定・DAPI 染色し、計測した細胞数で浸潤能を評価した。結果、
TGF-β1 で処理していない場合でも、浸潤した細胞数は、shVASH2 細胞で有意に
減少していた (p < 0.05)。また、TGF-β1 で処理した場合、mock 細胞では浸潤し
た細胞が顕著に増加したが、shVASH2 細胞ではほとんど増加しなかった (Figure 
7b)。すなわち, VASH2 のノックダウンは TGF-β1 によって誘導される浸潤性の
上昇を顕著に抑制する事がわかった。細胞の浸潤には、基底膜の分解を要する事
から、基底膜成分である collagen IV の分解に寄与する MMP2 の mRNA 発現量
を検討した。結果、MMP2 の発現も TGF-β 誘導によって大幅に上昇したが、 
VASH2 のノックダウンにより上昇が顕著に抑制されていた (Figure 7c)。 
本章の結果から、VASH2 は, TGF-β シグナルを介した EMT の進行に寄与し
ており、VASH2 の発現を抑制する事によって EMT の進行やそれによっておこ
る遊走能や浸潤能の上昇が抑えられることがわかった。 
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第 5章 総括 
本研究では、VASH2 の EMT における役割を明らかにするため、EMT の代表
的な促進因子である TGF-β のシグナルとの関連性に着目し、検証を行った結果、 
以下の知見を得た。  
【TGF-βシグナル関連因子の発現について】 
ヒト漿液性卵巣癌細胞株の DISS, SKOV3 において、VASH2 のノックダウンを行
い TGF-β シグナル関連タンパク質の発現の変化について検討した。結果 VASH2
のノックダウンは TGFβ I 型受容体である ALK5 の mRNA 量、タンパク質量を
減少させることがわかった。 
【VASH2 のノックダウンが TGF-β シグナルの活性に与える影響について】
ALK5 の発現が低下していたことから、VASH2 の発現抑制は、TGFβ-Smad2/3 シ
グナルを抑制することが示唆された。TGF-β1 刺激時において、VASH2 のノック
ダウンは Smad2/3 のリン酸化を抑制し、Smad2/3 の転写活性上昇を抑えることが
わかった。加えて, Smad2/3 の標的遺伝子である PAI-1 の発現量の変化について
も同様の結果となった。これらの結果から、卵巣がん細胞の VASH2 はと TGF-β
シグナルの活性化に必要であることがわかった。
【VASH2 のノックダウンが TGF-β誘導性 EMT に与える影響について】 
EMT に関連する遺伝子の mRNA について定量を行った結果、VASH2 のノック
ダウンにより、TGF-β1 によって引き起こされる上皮マーカーの減少や、間葉マ
ーカーの発現上昇が減弱していた。また, ウエスタンブロットや細胞免疫染色に
よるタンパク質の定量でも同様のパターンを示した。さらに EMT 後に見られる
細胞の形態変化も抑制されていたことから、VASH2 は TGF-β 誘導性 EMT にお
いて重要な役割を果たすことがわかった。 
【細胞の遊走能・浸潤能の評価】 
VASH2 が細胞の運動性や浸潤性を担っているかを検証するために、細胞遊走ア
ッセイ, マトリゲル細胞浸潤アッセイを行った。結果、運動能・浸潤能は VASH2
のノックダウンによって抑えられていた。特に、浸潤能に関しては、TGF-β によ
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る誘導が VASH2 のノックダウンにより顕著に抑えられていた。また,  MMP2 の
発現量が TGF-β 誘導によって大幅に上昇したが, VASH2 のノックダウンにより
上昇が顕著に抑制されていた。よって VASH2 の抑制は TGF-β シグナルを減弱さ
せることによりがん細胞の浸潤能・転移能を低下させることがわかった。 
本研究では VASH2 が TGF-β シグナルを介して起こる EMT の促進に寄与し
ていることが明らかになった。そのため, VASH2 を標的とした治療は, 癌の EMT
を抑制し転移や浸潤を防ぐことで予後を改善することが示唆された。 
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Figure 1: VASH2 のノックダウンによる ALK5 の発現量低下 
(a) DISS mock 細胞、shVASH2 細胞において、（左） 定量 RT-PCR により VASH2、ALK5、
TGFβRII の mRNA 発現量を定量した。(*P < 0.05). （右）ウエスタンブロットにより ALK5
を定量した。(*P < 0.05)  (b) DISS 細胞にコントロール(si-Cont)または VASH2 siRNA(si-
VASH2)をトランスフェクションし、24 時間後サンプルを回収した。（左）定量 RT-PCR によ
り VASH2、ALK5、TGFβRII の mRNA 発現量を定量した。(*P < 0.05)（右）ウエスタンブロ
ットにより ALK5 を定量した。 (c) SKOV3 細胞にコントロールまたは VASH2 siRNA をト
ランスフェクションし、4 日後サンプルを回収した。（左）定量 RT-PCR により VASH2、ALK5、
TGFβRII の mRNA 発現量を定量した。(*P < 0.05)（右）ウエスタンブロットにより ALK5 を
定量した。 定量 RT-PCR の結果は β-actin の発現量で補正した。 
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Figure 2: VASH2 のノックダウンが TGF-βシグナリングに与える影響 
(a) DISS mock 細胞と shVASH2 細胞に TGF-β1 で刺激し、図中に示す時間毎にタンパク質を
回収して、ウエスタンブロッティングによりリン酸化 Smad2、リン酸化 Smad3 の定量を行
った。(b) DISS mock 細胞と shVASH2 細胞に (CAGA)9 - Luc ベクターをトランスフェクショ
ンし、24 時間後 TGF-β1 処理した。さらに 24 時間後、細胞を回収し、デュアルルシフェラ
ーゼアッセイに供した。(*P < 0.05). (c) DISS mock 細胞と shVASH2 細胞に (CAGA)9 - Luc ベ
クターをトランスフェクションし、24 時間後 TGF-β1 誘導を行った。さらに 24 時間後、細
胞を回収し、定量 RT-PCR にて PAI-1 の mRNA 発現量を定量した。(*P < 0.05) (d) SKOV3 細
胞に Control または VASH2siRNA と(CAGA)9 - Luc ベクターを共導入し、3 日後 TGF-β1 刺
激を行った。さらに 24 時間後、細胞を回収し、ルシフェラーゼアッセイに供した。(*P < 
0.05) (e) SKOV3 細胞に Control または VASH2siRNA と(CAGA)9 - Luc ベクターを共導入し、
3 日後 TGF-β1 刺激を行った。さらに 24 時間後、細胞を回収し、定量 RT-PCR にて PAI-1 の
mRNA 発現量を定量した。(*P < 0.05) 定量 RT-PCR の結果は β-actin の発現量で補正した。 
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Figure 3: VASH2 のノックダウンは TGF-β1誘導性 EMT を抑制する 
(a) DISS mock 細胞と shVASH2 細胞を TGF-β1 で刺激し、24 時間後細胞を回収して定量 RT-
PCR により E-cadherin, fibronectin, vimentin, SM22α, ZEB2, Snail2 の発現量を定量した。値は
β- actin で補正した。(*P < 0.05). (b) DISS mock 細胞と shVASH2 細胞を TGF-β1 で刺激し、48
時間後細胞を回収してウエスタンブロットにより E-cadherin, fibronectin, vimentin を定量し
た。(c) DISS 細胞にコントロール又は VASH2 siRNA を導入し、24 時間後 TGFβ-1 で刺激し、
さらに 24 時間後細胞を回収し、定量 RT-PCR により E-Cadherin、fibronectin、SM22α の mRNA
量を定量した。(*P < 0.05).  (d) DISS 細胞にコントロール又は VASH2 siRNA を導入し、24
時間後 TGFβ-1 で刺激し、さらに 24 時間後細胞を回収し、ウエスタンブロットにより E-
Cadherin、fibronectin、vimentin を定量した。 
Figure 4 : 内在性の TGF-βによる ALK5 の活性 
DISS 細胞 を ALK5 キナーゼ阻害剤 SB431542 (SB)で処理し、48 時間後細胞を回収して定
量 RT-PCR により E-cadherin, fibronectin, SM22α, ZEB2, Snail2 の mRNA 発現量を定量した。 
値は全て β-actin の mRNA 量で補正した。(*P < 0.05) 
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Figure 5 : ALK5 のレスキューによる遺伝子発現量の変化 
(a) DISS mock 細胞に AdLacZ、shVASH2 細胞に AdLacZ または HA タグを付加した AdALK5-
TD を感染させ、48 時間後細胞を回収してウエスタンブロットに供し、HA タグ抗体、ALK5
抗体を用いて検出した。(b) 前述の実験と同様にトランスフェクションを行い、48 時間後定
量 RT-PCR により E-cadherin, fibronectin, SM22α の mRNA 量を計測した。値は β- actin で補
正した。 
 Figure 6: TGF-β1誘導による形態とタンパク質発現の変化 
(a) DISS mock 細胞と shVASH2 細胞を TGF-β1 処理し 24 時間後光学顕微鏡で撮影を行った。
Scale bars: 100 μm. (b) DISS mock細胞と shVASH2細胞を TGF-β1処理し 72時間後、E-cadherin 
(緑)抗体、SM22α (赤)抗体を用いて蛍光免疫染色を行い、共焦点顕微鏡で観察、撮影し。核
は DAPI (青)で染色した。Scale bar; 20 μm. 
   
(b) 
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Figure 7: VASH2 の発現低下は TGF-β1誘導による細胞遊走能、浸潤能の上昇を抑制する 
(a) DISS mock 細胞と shVASH2 細胞を TGFβ-1 で刺激し、24 時間後細胞をトランスウェル細
胞遊走アッセイに供した。遊走した細胞は DAPI 染色しカウントした。実験は 2well ずつ 3
回行った。(p < 0.05) (b) DISS mock 細胞と shVASH2 細胞を TGFβ-1 で刺激し、48 時間後細
胞をマトリゲル細胞浸潤アッセイに供した。浸潤した細胞は DAPI 染色しカウントした。実
験は 2well ずつ 3 回行った。(p < 0.05) (c) DISS mock 細胞と shVASH2 細胞を TGF-β1 で刺激
し、24 時間後細胞を回収して定量 RT-PCR により MMP2 の発現量を定量した。値は β- actin
で補正した。(*P < 0.05). 
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